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INTRODUCCION A LA HPLC

‘ Cromatografia = escribir en ca/ores‘
entos que participan en una

cromatografia

1. Fase estacionaria PROCESO CROMATOGRAFICO

2. Fase movil +
Ber A
3. Muestra - -

¢Coémo interaccionan? ! B

En

eneral, una cromatografia se realiza |- " A

permitiendo que la mezcla de moléculas que se |

desea
mediqg

separar (muestra) interaccione con un Al
0 matriz de soporte que se denomina fase Cromategrama

estacipnaria. Un segundo medio (la fase movil) Ed + A
que es inmiscible con la fase estacionaria se hace Ehickin

fluir
moléc

través de ésta para "lavar" (eluir) a las
ulas en la muestra.
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Inicialmente se referia a:
= High Pressure Liquid Chromatography

En la actualidad hace referencia a:
= High Performance Liquid Chromatography

La alta presién permite usar relleno de tamafio de particula reducido
para lograr la separacién de p a flujos r bl
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Fase movil
(Liquido)

¢
‘ ﬁ: - &!&}

bombas que permiten presiones de hasta 6000 psi (414
atm) hacen pasar la fase moévil por el interior de
columnas de acero (2-5 mm x 3-25 cm) que contienen
la fase ionaria con flujos de 0,1 — 10 ml/min.
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= Las muestras no necesitan ser vaporizadas para
su analisis. Cualquier sustancia puede ser
potencialmente analizada por esta técnica.

= El desarrollo instrumental es posterior al de la CG
debido a dificultades para lograr un flujo estable
en el eluyente.
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= Una muestra en estado liquido es arrastrada por una
corriente liquida llamada eluyente.

= Como fase estacionaria actia un sdlido finamente
dividido (diametro de particula 3, 5, 10 um), o una
pelicula liquida a él adherida.

= Dependiendo de la retencion de los componentes de la
muestra por la fase estacionaria y de su solubilidad en
el eluyente se provocara su migracion diferencial.
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Caracteristicas: Parametros:
= Selectividad = Naturaleza de la fase estacionaria
= Reproducibilidad = Tamaiio de particula
= Sensibilidad = Eluyente (composicion y flujo)
= Rapidez = Detector

W

Fase Directa: 1 rem -
fase estacionaria polar s
fase moévil de baja polaridad

F¥rom ovir :
= (=L
DR

Fase Reversa:
fase estacionaria de polaridad baja
fase moévil de polaridad alta
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= Principales mecanismos de interaccion en
cromatografia liquida:

— Adsorcion superficial
— Particion
— Intercambio idénico

— Exclusion molecular
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CROMATOGRAFTA DE ADSORCION

La fase estacionaria es sélida. La separacion se logra
por las diferencias en solubilidad (en fase mévil) y de
retencion por adsorcion (en fase estacionaria) de la
mezcla de solutos.
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CROMATOGRAFTA DE ADSORCION

Silica (90%) y aliimina (10%) son las fases estacionarias
mas comunes.

Tanto las moléculas de solutos como de disolvente son
atraidas hacia los lugares activos polares de la fase
estacionaria.

Unos solutos seran mas atraidos que otros por la fase
estacionaria y asi se lograra su migracion diferencial.

Se usan mezclas de disolventes para conseguir el poder
de elucion y la selectividad adecuadas. Normalmente un
disolvente apolar (n-hexano) unido a otro mas activo
(acetona, cloruro de metilo, etc.). 10
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CROMATOGRAFTA DE PARTICION

La separacion se basa en el reparto o distribucion de
los solutos entre una fase movil liquida y otra
estacionaria inmiscible, soportada sobre un sdlido
inerte. La discriminacion se produce por diferencias de
solubilidad.
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CROMATOGRAFTA DE PARTICION

= El mecanismo de actuacién es similar al de un modelo de
extraccion en contracorriente.

= Las especies mas retenidas seran las que presenten
mayor afinidad (solubilidad) por la fase estacionaria que
por la fase movil (eluyente).

= La separacion de los solutos se basa en las diferencias en
esta solubilidad relativa.




INTRODUCCION A LA HPLC

CROMATOGRAFTA DE PARTICION

= Existen dos modos basicos de operacion:

+ Fase normal. Cuando se trabaja con fase estacionaria polar
y fase movil no polar.

« Fase reversa. Cuando se emplea una fase estacionaria no
polar y fase mavil polar.

= Inicialmente tuvo mas auge la fase normal pero en la
actualidad son mas comunes los métodos cromato-
graficos en fase reversa dada la naturaleza hidrofilica de
las muestras de mayor interés (clinico, contaminacion,
alimentos). -
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CROMATOGRAFTA DE PARTICION

Seguin empleemos fase directa o fase reversa se nos
va a alterar el orden de elucion de bandas y el
tiempo de analisis.

INTRODUCCION A LA HPLC

CROMATOGRAFTA DE PARTICION

Materiales comerciales empleados como soportes
en cromatografia de adsorcion y particion.

Tipo Nombre Tamaiio Area especifica
comercial | particula (um) | (m2/g)
Silice | Hypersil 5-7 200
Silice | Lichrospher 10 25
100
Silice | pPartisil 5,10, 20 400
Silice | Spherosil 5,10, 20 600
Aldmina | Spherisorb 5 90
ASW
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CROMATOGRAFTA DE PARTICION Y ADSORCION

Principales fases estacionarias en HPLC

Mecani -R Nombre comercial

Fase Directa Silica Nucleosil, Kromasil,
Inertsil, Partisil,...

Fase Directa -(CH,);-CN Nucleosil-CN, Micropak-CN,...

Fase Directa | -(CH,),-NH, | Nucleosil-NH,, Lichrosorb-NH,,
uBondpak-NH,,...

Fase Reversa ~CaH3, Nucleosil-C18, Lichrosorb RP18,
Spherisorb ODS2,...

Fase Reversa -CgHy7 Nucleosil-C8, Lichrosorb RPS,...

Fase Reversa -C¢Hs uBondpak-Phenyl
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CROMATOGRAFTA DE INTERCAMBIO I0NICO

Tanto fase estacionaria como fase mdvil son de
naturaleza idnica. La iones de la fase estacionaria son
de carga opuesta a los del eluyente.

. ‘..

R—A* + B* 5 R—B* + A*

R*—A- + B~ 5 R*—B" + A" w
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CROMATOGRAFTA DE INTERCAMBIO I0NICO
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CROMATOGRAFTA DE INTERCAMBIO 10NICO

= Se emplea para el andlisis de todo tipo de iones
(inorganicos y organicos).

= Las moléculas intercambiadoras se ligan a soportes
especificos.

= El material intercambiador de la fase estacionaria es de
diametro de particula pequefio (1-10 pm) y estructura
microporosa o pelicular con capacidad de cambio muy
baja respecto al material intercambiador convencional
(102 - 103 meq/g).
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CROMATOGRAFTA DE INTERCAMBIO I0NICO

Separacion de aniones inorganicos por
cromatografia de intercambio idnico.
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CROMATOGRAFTA DE EXCLUSION MOLECULAR

La separacion se basa en el tamaiio molecular. Como
fase estacionaria se emplean sustancias de tamaiio
de poro determinado. También se denomina
cromatografia de permeabilidad por gel (GPC).
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CROMATOGRAFTA DE EXCLUSION MOLECULAR

= Como fase estacionaria se emplea un material poroso
inerte (gel) que permite la discriminacion entre los
solutos segun su tamaiio.

= Los analitos de mayor tamaiio no pueden penetrar en los
poros de la fase estacionaria y son excluidos, viajando
con la fase moévil en el frente de la misma.

= Se muestra especialmente qtil para determinar el rango
molecular de polimeros, proteinas, etc.
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CROMATOGRAFTA DE EXCLUSION MOLECULAR

Separacion de polimeros de poliestireno por GPC.
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EL EXPERIMENTO CROMATOGRAFICO

=

24

Ilustracion de un experimento por HPLC.
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EL EXPERIMENTO CROMATOGRAFICO
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Parametros de un cromatograma.
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MAGNITUDES CROMATOGRAFICAS

MAGNITUD SIMBOLO
Tiempo de retencion de seg. ty
una sustancia no retenida
Tiempo de retencién seg. I
Tiempo de retencién seg. lR'Z te=ty
reducido
Retencion relativa o=ty g,
Amplitud de bandas a seg. w
media altura
Relacion de capacidad K'=t'1lt,

Resolucién

Ry =2 [t~ tay )/ (W, + wy)]
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EQUIPO

Equipo basico para HPLC.




INTRODUCCION A LA HPLC

FASE MOVIL

Alta pureza (calidad HPLC).

Inactividad frente a la fase estacionaria.

Baja viscosidad.

Compatibles con la muestra.

Facilitar la recuperacion de la muestra.

Compatibilidad con el sistema de deteccion.

Segiin su composicion varie o no con el tiempo:
= Elucion isocratica
= Elucion en gradiente
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FASE MOVIL

= Los disolventes deben desgasificarse antes de uso
empleo en HPLC.
= La desgasificacion reduce el riesgo de formacion de
burbujas en la columna o en el detector.
= Posibilidades:
= Desplazamiento con un gas menos soluble (He)
= Aplicacion de vacio
= Sonicacion
= Calentamiento
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BOMBAS

Presion estable hasta 5000 psi
(400 atm) 1 atm = 14,696 psi

Flujo libre de pulsaciones

Amplio rango de flujos (0,1 a
10 mL/min)

Control, exactitud y repro-
ducibilidad del flujo

Componentes quimicamente
inertes y resistentes a la
corrosion

10
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SISTEMAS DE INYECCION

Se emplean valvulas inyectoras de vol (loop) c e
Pueden ser manuales o automaticas

Para variar el volumen de inyeccion se debe cambiar el
“loop” correspondiente

Se debe evitar la entrada de burbujas en el sistema de
inyecciéon

el
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PRECOLUMNAS

Se trata de una pequeiia columna (0,5 — 3 cm) colocada
entre el inyector y la columna

Ayuda a prevenir la entrada de suciedad, procedente de la
muestra o del eluyente, en la columna analitica

Va a permitir alargar la duracion de las columnas
Debe ser del mismo relleno que el de la columna analitica
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COLUMNAS

Gran avance en la dltima ¢ 7_,5-—“45%'—1}-!'!—,"——"—& |
década por el progreso en !

[ me e s ]
la tecnologia de rellenos y e
columnas o L =
. . e e NI coluan
Rellenos mas uniformes y Lo el =
[rer—

menor m ﬁ [LLLE sl Lihs L}
de menol 'ta_ afio - ] o
Fases quimicamente liga- P taem]
das a los soportes - [—— b
aumentando su eficacia y == -
resolucion e P . .
Mejora en los métodos de ! e A

empaquetado / ii— i : —i‘\
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COLUMNAS

Al disminuir el t: fio del rell ta la
eficiencia pero también la presion de trabajo

Las columnas constan de:
= Cuerpo — nor e de acero i

= Relleno — material con i.d. definido

Algunas casas comerciales permiten la
renovacion del relleno sin tener que comprar
la columna completa

Existen columnas de compresion radial, cuyo
cuerpo puede ser presurizado para aumentar
su eficiencia
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COLUMNAS

Fase Normal

= Silica

= Alimina

= Amino (-NH,)

= Ciano (-CN)

= Diol (glicidoxi-etilmetoxisilano)
Fase Reversa

» C-20RP-2 (-SiCH,CH;)

» C-80RP-8 (-Si-(CH,),~CH;)

» C-180RP-18  (Si-(CH,),,-CH;)
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COLUMNAS

12
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COLUMNAS

Influencia de la longitud de la columna y del tamafio de
particula en la duracion del cromatograma

u_n\_r\_

250 x4 o a2 10pm

128 dmm - £ e

|
B

» 0% 4 mm L4 3pm

30046 mm L 15 um

» [
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COLUMNAS

Ventajas de la “High Speed HPLC" con columnas cortas

= Tiempo de analisis reducido
= Menor consumo de disolventes

= Menor dispersion de los sol a

= Ahorro de costes

= Mayor sensibilidad
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DETECTORES

= Cualquier propiedad fisica o quimica
que se pueda medir en la disoluciéon
podria usarse como método de
deteccion

= Los detectores en HPLC no son
destructivos

= Se pueden clasificar en:

= Detectores que miden una
propiedad de la fase mévil

= Detectores que miden una
propiedad de los solutos

13
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DETECTOR

Principales detectores empleados en HPLC:

UV/Vis
Fotodiodos

Fluorescencia
Conductividad

Dispersion de luz

indice de refraccion

Espectrometria de masas
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DETECTOR

Comparacion de detectores usados en HPLC

Detector Limite deteccion | Permite
Gradiente
UV/VIS 01-1ng si
Indice de refraccién 100 - 1000 ng No
Dispersién de luz 01-1ng Si
Fluoresecencia 0,001 - 0,01 ng Si
Conductividad 05-1 No
Espectrometria de masas 01-1ng Si
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DETECTOR UV/VIS

Para sustancias que absorben radiacion UV/VIS

El mas usado

Con lamparas de deuterio, xenon o wolframio

Desde 190 a 900 nm

Camino 6ptico de la microcelda de un detector
UV/VIS. Las celdas ordinarias tienen 0,5 cm de
camino optico y contienen 8 pL de liquido

14
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DETECTOR UV/VIS

Longitudes de onda de corte en el UV de disolventes
usados en HPLC

Disolvente Longitud de onda
Acetona 330 nm
Acetonitrilo 190 nm
Agua 190 nm
Cloroformo 245 nm
Eter Dietilico 215 nm
n-Hexano 195 nm
Metanol 205 nm
Tetrahidrofurano 212 nm
Tolueno 284 nm 43
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DETECTOR FOTODIODOS

= Permite registrar la absorbancia simultanea en todo el
rango UV/VIS.

= La muestra es atravesada por luz blanca (todas las A) y el
policromador dispersa la luz en las diversas A que la
componen y las hace incidir a la fila de fotodiodos. En cada
diodo incide una A diferente, que manda la informacién al
sistema de andlisis de datos.
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DETECTOR FOTODIODOS

Posibilidades de un
detector de fotodiodos.
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DETECTOR DE TNDICE DE REFRACCION

Van a medir variaciones en el indice de refraccién del
eluato con respecto al del disolvente puro.

Solo se pueden usar si la elucion es isocratica.

Responden casi todos los solutos pero con escasa baja
sensibilidad.

Son muy sensibles a las variaciones de temperatura.
Deben estar termostatizados.
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DETECTOR DE FLUORESCENCIA

Para analitos fluorescentes por naturaleza o derivados
fluorescentes.

Se seleccionara la A, y la A,,-

Son de alta sensibilidad.

No se ven interferidos por los disolventes al no tener
éstos naturaleza fluorescente.
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DETECTOR DE CONDUCT IVIDAD

= Son detectores basados en una respuesta diferencial y
no absoluta.

da £
" )s fur

p
intercambio idnico.

d

te en cromatografia de

= Inconvenientes:
* Baja sensibilidad
= Sensibles a impurezas de la fase movil.
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DETECTOR DE DISPERSION DE LUZ

= Valido para aquellos solutos que
sean claramente menos volatiles
que la fase movil.

= El eluyente es evaporado con una
corriente de N, dejando una nube
de finas particulas sélidas que
entran en la zona de detecci6n.

= Las particulas se detectan por la
luz que procede de un diodo laser
y llega al fotodetector por
dispersion.

Solo tampones volatiles en la fase
movil.
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APLICACIONES

10037 Saparaticn of BAM s by Gradient Ehution
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APLICACIONES

10071 Analysis of Pesticides by Reversed
Phase HPLC - 1l
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APLICACIONES

raFEN Separation of Mono- and
Disaccharides
“§ 1 Rhamnose
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